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クティング N-アセチルグルコサミン (bisecting GlcNAc) の付加によりアスパラギン結合型糖鎖の分岐を制御する
N・アセチルグルコサミン転移酵素直 (GnT-ill) の遺伝子を細胞に導入すると、細胞表面の bisecting GlcNAc 構造
が増加し、細胞の接着や増殖因子に対する応答性など細胞の様々な性質が変化することがこれまでの研究により明ら
かにされている。また、 GnT-III-導入 K562細胞がヌードマウスの牌臓に集積することなどから、 bisecting GlcNAc 
構造のもつ様々な生物機能の発現には、これを認識するレクチン(様)分子が関与することが示唆されてきた。そこ
で本研究では、このような bisecting GlcNAc 結合タンパク質を同定するため、プタ牌臓より精製を試みた。
く方法ならびに成績>
bisecting GlcNAc に特異的に結合するレクチンである E-PHA の GnT-III-transfected K562細胞への結合に対す
る阻害活性をフローサイトメトリー法により検出し、これを指標にして bisecting GlcNAc 結合タンパク質を精製し




れた。この33kDa のタンパク質のリジルエンドペプチダーゼ消化物から 6 つのペプチドのアミノ酸配列を決定した
結果、得られた全てのアミノ酸配列がアネキシン V のものと一致した。このことから、アネキシン V が bisecting
GlcNAc 結合活性をもつことが示唆された。
精製アネキシン V は Ca2+存在下で E-PHA と細胞との結合を阻害したが、 bisecting GlcNAc を認識しない L­
PHA や DSA のような他のレクチンの結合には影響を与えなかったことから、アネキシン V は E-PHA と競合的に
細胞表面の bisecting G lcN Ac 構造と結合することが示唆された。さらに FITC 標識したアネキシン V は、 GnT-ill­
transfected 細胞に非常によく結合するのに対して、 bisecting G lcN Ac を発現していない対照細胞ではほとんど結合
は見られなかった。
-144 一
アネキシン V は Ca2+依存性にリン脂質と結合し、アポトーシス細胞に強い結合性をもつことが知られているo ア
ポトーシス細胞へのアネキシン V の結合はリン脂質の添加により完全に阻害されたが、一方、 GnT-m-transfected
細胞との結合はまったく阻害されず、この結合は細胞表面のリン脂質を介するものではなく、糖鎖を介したものであ
ることが支持された。
さらに、表面プラズモン共鳴法を用いてアネキシン V の bisecting GlcNAc 構造との結合を解析した。アネキシン
V を CM5 センサーチップに固相化し、 bisecting GlcNAc をもっ 2 本鎖糖鎖をリガンドにした場合、明らかな結合
が認められ、解離定数は約200μM と決定できた。一方、 bisecting G lcN Ac 構造を持たない 2 本鎖の糖鎖の場合は、
全く結合が見られず、アネキシン V と N-グリカンの結合には bisecting GlcNAc 構造が不可欠であることが示され
た。さらに、 γ-グロプリンとトランスフェリンからそれぞれ糖ペプチドを調製し、同様に検討したところ、アネキ





本研究では、プタ牌臓から bisecting GlcNAc 結合タンパク質を精製し、それがアネキシン V であることを同定し
た。さらに、アネキシン V は bisecting G lcN Ac 構造を持つ N-glycan と Ca 2 +依存性に特異的に結合すること、およ
びその結合部位はリン脂質の結合部位とは異なることを明らかにし、今まで知られていないアネキシン V の新しい
機能を見い出した。アネキシン V はこのユニークな糖結合活性を通して、糖鎖を介した接着や糖タンパク質の細胞






製、クローニングした N-アセチルグルコサミン転移酵素直 CGnT-m) に関する種々の生命現象を明らかにするため、
プタの牌臓のマイクロゾーム分画から GnT-mの産物である bisecting G lcN Ac 糖鎖を認識するタンパク質を精製し、
その糖鎖結合特性を解析した。アミノ酸配列解析の結果、本レクチンは annexin V と判明したo アネキシン V がC
a 2 +依存性に bisecting G lcN Ac 糖鎖と結合し、糖鎖との結合部位はリン脂質との結合部位とは異なることも明らか
にした。アネキシンファミリーに関しては、これまで多くの生物機能が報告されているが、アネキシン V の機能は
不明であった。今後、アネキシン V を通して、 bisecting GlcNAc を介する細胞接着、細胞内糖蛋白質の輸送、細胞
の分化、癌化などのメカニズムの詳細が明らかになることが期待される。
以上の理由から本研究は学位に値するものと考えられる。
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